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ABSTRAK
Nama : NURZAKIYAH
Nim : 60300112077
Judul         : Isolasi  dan Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Caulerpa
racemosa Serta    Aktivitas Antibakterinya Terhadap
Staphylococcus aureus Dan Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)
Isolasi bakteri endofit dari alga hijau Caulerpa racemosa sebagai
penghasil senyawa antibakteri telah dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk
memperoleh bakteri endofit dari alga hijau Caulerpa racemosa yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aures dan MRSA dan
mengetahui spesies bakteri endofit  yang memiliki indek penghambatan tertinggi.
Isolasi bakteri endofit  dilakukan dengan metode pengenceran. Masing-masing
isolat murni bakteri endofit  diinokulasikan pada media NB dan bakteri uji
Staphylococcus aures dan MRSA, kemudian diinkubasi selama 1 x 24 jam.
Aktifitas antimikrobia ditentukan dengan mengukur zona hambat dengan
menggunakan metode paper disk dengan mikroba uji Staphylococcus aures dan
MRSA. Total 12 isolat bakteri endofit berbeda yang dapat menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aures dan 3 isolat bakteri endofit yang memiliki
indeks penghambatan tertinggi yaitu E.C1, E.C2 dan E.C3. Hasil identifikasi
molekuler menunjukkan bahwa isolat E.C1 memiliki kesamaan 95% dengan
Bacillus kochi, E.C2 memiliki kesamaan 97% dengan Bacillus endophyticus dan
E.C3 memiliki kesamaan 81% dengan Staphylococcus saprophyticus.
Kata kunci: Bakteri endofit, Caulerpa racemosa, Staphylococcus aureus, MRSA
(Methicillin resistant Staphylococcus aureus).
ABSTRAC
Nama : NURZAKIYAH
Nim : 60300112077
Judul              : Isolation and Identification of Molecular Bacteria Endophytic
Caulerpa racemosa well as antibacterial activity against
Staphylococcus aureus end Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)
Isolation of endophytic bacteria from the green alga Caulerpa racemosa as a
producer of antibacterial compounds has been done. This study aimed to obtain
endophytic bacteria from the green alga Caulerpa racemosa which can inhibit the
growth of bacteria and MRSA Staphylococcus Aures and know the species of
endophytic bacteria that have the highest inhibitory index. Isolation of endophytic
bacteria carried by dilution methods. Each of these pure isolates of endophytic
bacteria inoculated in NB media and test bacteria Staphylococcus Aures and
MRSA, then incubated for 1 x 24 hours. Antimicrobial activity was determined by
measuring the inhibition zone by using paper disk with the test microbe
Staphylococcus Aures and MRSA. A total of 12 different isolates of endophytic
bacteria that can inhibit the growth of Staphylococcus Aures and 3 isolates of
endophytic bacteria had the highest inhibitory index E.C1, E.C2 and E.C3. The
results showed that the molecular identification of isolates E.C1 has 95%
similarity with Bacillus kochi, E.C2 have 97% similarity with Bacillus
endophyticus and E.C3 have 81% similarity with Staphylococcus saprophyticus.
Keywords: Bacteria endophytic, Caulerpa racemosa, Staphylococcus aureus,
MRSA (Methicillin resistant Staphylococcus aureus).
1BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang
Penyakit infeksi merupakan salah satu penyakit yang banyak
menyebabkan kematian di seluruh dunia, termasuk Indonesia. Data World Health
Organization (WHO) menyatakan bahwa pada tahun 2005 penyebab tertinggi
kematian anak berusia di atas 5 tahun di Indonesia disebabkan oleh penyakit
infeksi. Penyakit infeksi di Indonesia semakin meningkat pada setiap tahunnya
akibat beberapa faktor penyebab, misalnya kesadaran masyarakat akan kebersihan
yang kurang, kurangnya petugas kesehatan yang terlatih, jumlah penduduk yang
padat, kurangnya pengetahuan dan implementasi dari sebagian besar masyarakat
mengenai dasar infeksi, prosedur yang tidak aman, serta kurangnya pedoman dan
juga kebijakan dari pemerintah (Nurkusuma, 2009).
Penyakit infeksi dewasa ini berkembang ke arah yang lebih serius dengan
munculnya kasus resistensi bakteri terhadap antibiotik. Methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan salah satu bakteri yang telah
mengalami resistensi. MRSA bukan hanya resisten pada  antibiotik jenis metisiln,
tetapi MRSA telah dilaporkan resisten terhadap beberapa antibiotik atau disebut
sebagai multiresisten. MRSA mengalami resistensi karena perubahan genetik
yang disebabkan oleh paparan terapi antibiotik yang tidak rasional (Nurkusuma,
2009).
2Munculnya penyakit-penyakit baru yang disebabkan oleh bakteri resisten
memicu dilakukan pencarian sumber senyawa bioaktif terus menerus. Senyawa
bioaktif ini dapat diperoleh dari beberapa sumber, diantaranya dari tumbuhan,
hewan, mikroba dan organisme laut ataupun mikroba yang hidup dalam jaringan
tumbuhan atau yang disebut mikroba endofit. Mikroba endofit memiliki prospek
yang baik dalam penemuan sumber-sumber senyawa bioaktif yang dalam
perkembanagan lebih lanjut dapat dijadikan sebagai sumber penemuan obat untuk
berbagai macam penyakit (Prihatiningtias, 2005).
Sumber mikroba endofit yang menjadi perhatian sekarang adalah
organisme laut, salah satunya yaitu alga. Wilayah perairan Indonesia mempunyai
potensi alga yang cukup besar. Sejak lama alga telah dimanfaatkan untuk
kebutuhan sehari-hari oleh penduduk terutama yang tinggal didaerah pantai. Alga
yang banyak dimanfaatkan oleh masyarakat khususnya masyarakat Sulawesi
Selatan adalah Caulerpa racemosa atau dalam bahasa Bugis Makassarnya dikenal
dengan nama lawi-lawi. Sifat Caulerpa racemosa yang aman dikonsumsi dan
telah dimanfaatkan sebagian masyarakat pesisir sebagai sayuran segar. Alga ini
tidak hanya bermanfaat  untuk di konsumsi sebagai makanan tetapi juga telah
dimanfaatkan sebagai bahan campuran untuk obat anti bakteri  (Trono dan Ganzo-
Fortes 1988 diacu dalam Suhartini 2003).
Informasi pemanfaatan Caulerpa racemosa sebagai anti bakteri
mengindikasikan bahwa di dalam Caulerpa racemosa terdapat senyawa
antibiotik, sehingga mikroba endofit berpotensi untuk menghasilkan senyawa anti
3bakteri juga.Uraian ini menjadai dasar dilakukannya penelitian ini untuk mencari
bakteri endofit Caulerpa racemosa yang dapat menghambat pertumbuhan MRSA.
B. Rumusan Masalah
1. Berapa isolat bakteri endofit yang di dapatkan pada Caulerpa racemosa?
2. Bagaimana potensi penghambatan bakteri endofit pada Caulerpa racemosa
terhadap bakteri Staphylococcus aureus MRSA?
3. Apa spesies bakteri endofit Caulerpa racemosa yang memiliki
penghambatan tertinggi terhadap bakteri Staphylococcus aureus MRSA?
C. Ruang Lingkup Penelitian
1. Caulerpa racemosa yang digunakan pada penelitian ini di dapatkan dari
perairan Puntondo Kabupaten Takalar.
2. Isolat Staphylococcus aureus dan MRSA di dapatkan dari Laboratorium
Penelitian dan Pengembangan Sains, Universitas Hasanuddin.
3. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November sampai Januari 2016
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar.
D. Kajian Pustaka
1. Penelitian oleh Al saif, dkk tahun 2013 menemukan bahwa alga Ulva
reticulata, Caulerpa occidentalis, Cladophora socialis, Dictyota ciliolata, and
Gracilaria dendroides dari laut merah Saudi Arabia yang diekstrak menggunakan
4beberapa pelarut mempunyai bioaktifitas yang potensial menghambat
pertumbuhan Escherichia coli ATCC 25322, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Stapylococcus aureus ATCC 29213, dan Enterococcus faecalis ATCC
29212.
2. Adriani (2015) melakukan penelitian aktivitas antibakteri fungi endofit
Caulerpa racemosa terhadap bakteri Escheria coli dan Staphylococcus aureus.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat fungi endofit mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan
diameter hambatan masing-masing sebesar 18,5 mm dan 18,35 mm. Hal ini
menunjukkan bahwa fungi endofit dari Caulerpa racemosa berpotensi dijadikan
sebagai antibiotik.
3. Tania dkk tahun 2015 melakukan penelitian dengan judul Hologenome
theory supported by cooccurrence networks of species-specific bacterial
communities in siphonous algae (Caulerpa) menemukan bahwa bakteri yang
terdapat dalam jaringan Caulerpa prolifera dan C. racemosa var. turbinata-
uvifera adalah bakteri dari kelas Actinobacteria (17.2%), Betaproteobacteria
(18.7%) dan Gammaproteobacteria (21.9%). Dua kelas terakhir terdiri atas
80.4% Burkholderiales dan 35% Pseudomonadales. Sedangkan dari C. taxifolia
danC. racemosa var. cylindracea) ditemukan 75% of Burkholderiales dan 25%
Pseudomonadales.
4. Zamzami dkk tahun 2015 melakukan penelitian dengan judul Karakterisasi
fraksi Caulerpa racemosa sebagai antibakteri aeromonas hydrophila menemukan
5bahwa senyawa antibakteri pada Caulerpa racemosa adalah kelompok flavonoid
lutolin
5. Penelitian oleh Susilowat dkk tahun 2015 tentang isolasi dan karakterisasi
bakteri yang berasosiasi dengan alga coklat Sargassum spp dari pulau Panjang
dan aktivitas antibakterinya, menemukan bahwa bakteri Bacillus subtilis yang
berasosiasi dengan Sargassum spp mampu menghambat pertumbuhan
Staphylococcus aureus dan MRSA.
E. Tujuan Penelitian
1. Untuk mengetahui berapa isolat endofit yang didapatkan pada Caulerpa
racemosa
2. Untuk mengetahui potensi penghambatan bakteri endofit pada tanaman
Caulerpa racemosa terhadap bakteri Staphylococcus aurues dan MRSA.
3. Mengetahui spesies bakteri endofit Caulerpa racemosa yang memberikan
hambatan tertinggi pada pertumbuhan bakteri Staphylococcus aurues dan
MRSA .
F. Manfaat Penelitian
Berikut ini adalah kegunaan dari pelaksanaan penelitian dintaranya:
1. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi informasi tentang potensi bakteri
endofit pada tanaman Caulerpa racemosa yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri MRSA dan Staphylococcus aureus
62. Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat sebagai hasil perbandingan
untuk para peneliti kedepan
7BAB II
TINJAUAN TEORITIS
A. Tinjauan Tentang Bakteri Endofit
Bakteri endofit merupakan  mikroba yang hidup di dalam jaringan
tumbuhan, yang tumbuh bersama saling menguntungkan satu sama lain. Mikroba
endofit memproduksi senyawa yang berfungsi untuk melindungi jaringan
tumbuhan dari serangan mikroorganisme yang bersifat patogen. Sedangkan
jaringan tumbuhan akan menyediakan kebutuhan nutrisi bagi mikroba endofit
agar dapat tetap hidup. Hubungan antara mikroba endofit dan jaringan tumbuhan
ini dikenal sebagai hubungan simbiosis mutualisme. Mikroba endofit dapat berupa
bakteri atau jamur. Saat ini banyak penelitian dilakukan pada bakteri endofit ini
dikarenakan masyarakat ilmiah ingin membuktikan potensi senyawa bioaktif yang
diproduksi oleh bakteri endofit (Tan & Zhou, 2001 dalam Radji, 2005).
Semua tanaman vaskular hampir  memiliki bakteri endofit. Bakteri endofit
masuk ke jaringan tanaman melalui akar atau bagian lain dari tanaman. Bakteri
menembus jaringan tanaman di akar, stomata atau pada bagian tanaman yang
luka. Pemanfaatan mikroba endofit belum sebanyak mikroba yang ada di alam
bebas. Beberapa potensi mikroba endofit sudah diketahui di antaranya adalah
menghasilkan antimikroba Xanthomonas campestris, Pseudomonas
solanacearum, Colletrotricum gloeosporioides, Fusarium oxysporum cubense,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Candida albicans, Stapyloccccus
aureus. Potensi lain adalah menghasilkan senyawa antibiotik, antara lain senyawa
8aktif yang mendekati Metronidazol, Kloramfenikol, Ampisillin, Eritromisin,
Cotrimoxasol, Linkomisin dan Ofloksasin.(Strobel, 1996).
Mikroba endofit meningkatkan adaptasi ekologi inangnya dengan
menaikkan toleransi mereka pada “stress” lingkungan (lingkungan yang kurang
menguntungkan) dan juga menaikkan resistensi inangnya terhadap fitopatogen
dan atau herbivora termasuk serangga yang memakan tanaman inang. Mikrobia
endofit juga dapat melindungi inangnya dari serangan bakteri atau fungi patogen
dari lingkungan disekitarnya (Tan & Zou, 2001).
Bakteri endofit dapat diisolasi dari permukaan jaringan tanaman yang
steril atau diekstraksi dari jaringan tanaman bagian dalam. Bakteri endofit yang
banyak diisolasi dari jaringan tanaman yaitu gram positif dan gram negatif.
Endofit masuk ke dalam jaringan tanaman terutama melalui akar dan bagian
tanaman lain yang terpapar udara luar seperti bunga, batang, dan kotiledon dapat
juga dilalui. Secara khusus, bakteri masuk ke jaringan melalui jaringan yang
berkecambah, akar, stomata, maupun jaringan yang rusak (Zinniel et al., 2002).
Bakteri endofit maupun rizobakteri lainnya merupakan bagian dari
mikroflora alamiah dari tanaman yang sehat di lapangan, mereka dapat dikatakan
sebagai kontributor penting bagi kesehatan tanaman. Bakteri endofit juga
diketahui dapat berpengaruh pada kesehatan tanaman dalam hal antagonisme
langsung atau penguasaan niche atas patogen, menginduksi ketahanan sistemik
dan meningkatkan toleransi tanaman terhadap tekanan lingkungan. Karena sifat-
sifat tersebut bakteri endofit telah terbukti dapat dimanfaatkan sebagai pengendali
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(Ramamoorthy et al., 2001).
Menurut Bills et al. (1992) dalam Strobel & Daisy (2003), Di daerah
tropis bakteri endofit dapat menghasilkan senyawa metabolit yang tinggi dan
menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang aktif dalam jumlah yang lebih
banyak dibandingkan dengan endofit tanaman-tanaman yang ada di daerah
subtropis. Jadi tanaman inang mempengaruhi metabolisme endofitnya.
Beberapa ahli telah mengisolasi dan meneliti endofit dari berbagai
tanaman diantaranya tanaman obat, tanaman perkebunan dan tanaman-tanaman
hutan. Dari sekitar 300.000 jenis tanaman yang tersebar di muka bumi ini,
masing-masing tanaman mengandung satu atau lebih mikroorganisme endofit
yang terdiri dari bakteri dan fungi. Bakteri atau fungi tersebut dapat menghasilkan
senyawa metabolit yang dapat berfungsi sebagai anti biotika, anti virus, anti
kanker, anti diabetes, anti malaria, anti oksidan, anti immunosupresif, anti
serangga, zat pengatur tumbuh dan penghasil enzim-enzim hidrolitik seperti
amilase, selulase, xilanase, ligninase dan kitinase. Manfaat dari endofit lainnya
juga dapat menghasilkan zat pengatur tumbuh IAA (Indol Acetic Acid) dan
berperan juga dalam fiksasi nitrogen (N
2
) pada beberapa tanaman (Strobel &
Daisy, 2003).
Salah satu sumber senyawa bioaktif yang berasal dari mikroba adalah
mikroba endofit. Mikroba endofit dapat menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif
yang sangat potensial untuk dikembangkan menjadi obat. Mikrobia endofit
memiliki potensi yang besar dalam pencarian sumber-sumber obat baru. Hal ini
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karena mikrobia merupakan organisme yang mudah ditumbuhkan, memiliki siklus
hidup yang pendek dan dapat menghasilkan jumlah senyawa bioaktif dalam
jumlah besar dengan metode fermentasi. Mikroba endofit merupakan
mikroorganisme yang tumbuh dalam jaringan tumbuhan. Mikroba endofit dapat
diisolasi dari jaringan akar, batang dan daun, dan yang paling umum ditemukan
adalah dari jenis fungi. Beberapa mikroba endofit dapat menghasilkan senyawa -
senyawa bioaktif sebagai senyawa metabolit sekunder yang memiliki daya anti
mikroba, anti malaria, anti kanker dan sebagainya. Mikroba endofit selain
memiliki peranan penting dalam dunia pengobatan, juga memiliki peranan penting
dalam dunia industri dan  Indonesia merupakan negara yang memiliki area hutan
hujan tropis yang luas. Hutan hujan tropis merupakan sumber tumbuh-tumbuhan
yang mengandung senyawa bioaktif yang potensial. Mikrobia endofit dari
jaringan tumbuhan yang tumbuh di hutan hujan tropis juga memiliki aktivitas
biologi yang tinggi (Strobel, 2003).
Metabolit sekunder yang dihasilkan akan lebih aktif dan spesifik jika
diisolasi dari mikroba yang hidup pada biotop yang spesifik. Mikroba endofit
terutama yang hidup di lingkungan yang spesifik atau bahkan di lingkungan yang
tidak umum sering digunakan sebagai sumber penemuan senyawa bioaktif baru.
Beberapa tumbuhan dapat menurunkan senyawa bioaktif yang dikandungnya
kepada mikroba endofit yang tumbuh dalam jaringannya, sehingga mikroba
endofit tersebut dapat menghasilkan senyawa yang sama dengan inangnya.
Sebagai contoh adalah senyawa taxol, sebagai senyawa antikanker yang
dihasilkan oleh tumbuhan Taxus brevifolia. Pada tahun 1993, senyawa ini ternyata
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dapat diisolasi dari Taxomycesandreanae, fungi endofit yang tumbuh pada
tumbuhan T. brevifolia Contoh lain adalah senyawa Oleandrin sebagai senyawa
antikanker, selain dihasilkan oleh tanaman Nerium indicum, ternyata juga
dihasilkan oleh fungi endofit yang diisolasi dari daun Nerium indicum (Strobel,
2003).
Menurut Tan & Zou (2000), mikroba endofit memang dapat menghasilkan
senyawa bioaktif yang karakternya mirip atau sama dengan inangnya. Hal ini
disebabkan adanya pertukaran genetik yang terjadi antara inang dan mikroba
endofit secara evolusioner.
1. Tumbuhan inang fungi endofit merupakan tumbuhan yang tumbuh pada
lingkungan yang khas.
2. Tumbuhan tersebut memiliki sejarah ethnobotani yang berhubungan erat
dengan penggunaan spesifik tumbuhan tersebut oleh penduduk asli suatu daerah.
3. Tumbuhan inang merupakan tumbuhan endemik pada suatu daerah.
4. Tumbuhan inang fungi endofit tumbuh pada daerah yang memiliki
biodiversitas yang tinggi
Dengan demikian, usaha penemuan mikroba endofit yang spesifik sebagai
penghasil antibiotik tidak dapat dilakukan secara random. Tumbuhan sebagai
inang fungi endofit harus memiliki proses seleksi tertentu berdasarkan pengaruh
lingkungannya, umur dan sejarah tumbuhan inang, serta berdasarkan penggunaan
tumbuhan inang secara etnobotani (Castillo et al., 2002).
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B. Tinjauan Tentang Alga Hijau (Chlorophyta)
Alga dalam istilah Indonesia sering disebut sebagai ganggang merupakan
tumbuhan talus karena belum memiliki akar, batang dan daun sejati. Alga
(ganggang) dapat dibedakan menjadi tujuh kelompok termasuk Chlorophyta
(Alga hijau). Alga hijau merupakan alga yang hidup di laut. Alga hijau memegang
peranan penting dalam ekosistem perairan laut. Alga hijau menjadi salah satu
produsen utama dalam ekosistem laut. Karena, dia mampu berfotosistensis untuk
menghasilkan makanan bagi dirinya sendiri dan bagi makhluk hidup lain. Dalam
sebuah piramida ekosistem, alga hijau menempati posisi dasar. Alga hijau menjadi
salah satu dasar terjadinya sebuah ekosistem di dalam laut dan penopang
kehidupan di dalamnya. Alga hijau dapat ditemukan hampir diseluruh perairan
laut dangkal daerah tropis dan subtropis. Alga hijau memiliki penyebaran yang
luas. Alga hijau juga menyediakan rumah atau tempat tinggal untuk berlindung
bagi biota laut kecil. Alga hijau merupakan makhluk hidup yang telah lama
tinggal di bumi sebelum manusia ada. Alga hijau telah menopang kehidupan
sebelum adanya manusia. Alga juga mempunyai banyak macam spesies. Alga
hijau juga bermanfaat bagi ekosistem, bioma, dan manusia. Alga hijau
mengandung banyak nutrisi dan mineral yang bermanfaat bagi kehidupan. Alga
hijau memiliki kloroplas yang berwarna hijau yang mengandung klorofil –a dan b
dan karotenoid. Kloroplas pada alga hijau terdapat pirenoid, hasil asimilasi berupa
tepung dan lemak (Gembong, 1994).
Sistem reproduksi alga hijau ada dua yaitu aseksual dan seksual.
Reproduksi secera aseksual yaitu dengan membentuk zoospora yang berbentuk
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buah per dengan 2-4 bulu cambuk tanpa rambut-rambut mengkilap pada
ujungnya, mempunyai dua vakuola kontraktil, kebanyakan juga suatu bintik mata
merah, dengan kloroplas di bagian bawah yang berbentuk piala atau pot.
Sedangkan sistem reproduksi secara seksual yaitu dengan anisogami. Gamet ♂
selalu bergerak bebas dan sangat menyerupai zoospora. Sedangkan gamet ♀
kadang-kadang tidak bergerak, jadi merupakan suatu oogonium. Perkawinan
terjadi karna adanya daya tarik yang bersifat kemotaksis. Zigot biasanya suatu sel
berdinding tebal, bulat, dan kadang-kadang berwarna merah karena mengandung
hematokrom (Gembong, 1994).
Kelas Chlorophyceae terdiri dari sel-sel kecil yang berkoloni berbentuk
benang yang bercabang-cabang, dan ada juga yang berbentuk koloni yang
menyerupai kormus tumbuhan tingkat tinggi. Chlorophyceae biasanya hidup di air
tawar, merupakan suatu penyusun plankton atau sebagai bentos, sedangkan yang
bersel besar ada yang hidup di air laut terutama dekat pantai, ada juga jenis
Chlorophyceae yang hidup pada tanah yang basah, dan ada pula yang tahan hidup
di tanah yang kering. Sebagian lainnya hidup bersimbiosis dalam Lichenes, dan
ada juga yang interseluler pada binatang rendah. Kelas Chlorophyceae, terdiri dari
enam bangsa di antaranya Chlorococcales (Protococcales), Ulotrichales,
Cladophorales, Chaetophorales, Oedogoniales, dan Siphonales(Gembong, 1994).
Alga hijau juga memiliki manfaat bagi manusia. Alga hijau memiliki
kandungan karbohidrat, protein, lemak, dan serat kasar. Alga hijau juga
mengandung mineral, seperti kalium, kalsium, fosfat, natrium, besi, dan iodium.
Alga hijau juga mengandung vitamin A, B1, B2, B6, B12, dan vitamin C.
14
sehingga, alga hijau mampu menjadi sumber makanan yang baik bagi manusia.
Alga hijau sering dimanfaatkan sebagai bahan pokok dari pembuatan agar-agar
dan pelengkap makanan khas jepang sushi. Alga hijau juga membantu dalam
ketersediaan oksigen. Karena, alga hijau mampu merubah karbon dioksida
menjadi oksigen untuk keberlangsungan mahkluk hidup termasuk manusia. Alga
hijau merubah karbon dioksida menjadi oksigen melalui proses
fotosintesis(Fithrani. D, 2009).
Beberapa spesies alga hijau ada yang hidup di air tawar, dan ada juga
spesies alga hijau yang hidup di lingkungan lembab seperti di tanah, bebatuan
yang lembab dan pada batang pohon. Beberapa spesies hidup bersimbiosis dengan
organisme lain dan disebut lichen. Struktur tubuh pada alga hijau bervariasi
diantaranya ada yang sel tunggal, berbentuk koloni, dan filamen multiseluler.
Sebagian besar organisme ini mengandung satu kloroplas dalam setiap sel yang
berisi pusat pembentukan pati yang disebut pirenoid. Dinding sel terbuat dari
selulosa. Alga hijau memiliki flagel, dinding sel selulosa dan berkembang biak
dengan membelah diri. Pembentukan zoospora aseksual berflagela sedangkan
secara aseksual dengan isogami dan heterogami. Bahkan makanan hasil
fotosintesis disimpan dalam bentuk pati (Sylvia T. Pratiwi, 2008).
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C. Tinjauan Tentang Caulerpa racemosa
1. Klasifikasi (Caulerpa racemosa)
Divisio : Chlorophyta
Kelas : Chloropheceae
Bangsa : Caulerpales
Suku : Caulerpaceae
Marga : Caulerpa
Jenis : Caulerpa racemosa (Dawes 1981).
2. Nama Daerah
Anggur laut (Caulerpa racemosa) mempunyai banyak nama daerah
diantaranya yaitu Latoh (jawa), Bulung Boni (Bali), Lawi-Lawi (Sulawesi),
sedangkan di Jepang disebut Umi Budo. Caulerpa ini bentuk dan rasanya
menyerupai telur ikan Caviar, sehingga dikenal sebagai ”green caviar”. Selain itu
juga karena bentuknya menyerupai anggur, sebagian orang menyebutnya sebagai
“sea grape” atau anggur laut (Suhartini, 2003).
a. Habitat
Caulerpa sering dijumpai pada daerah pantai yang mempunyai rataan
terumbu karang. Caulerpa racemosa tumbuh pada subtrat karang mati, pecahan
karang mati, pasir-lumpur dan lumpur. Kebanyakan jenis Caulerpa tidak tahan
terhadap kekeringan dan tumbuh dikedalaman perairan yang pada saat pasang
surut terendah dan masih tergenang oleh air (Kadi dan Atmaja, 1988).
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b. Deskripsi
Caulerpa belum dapat dibedakan antara batang, daun dan akarnya. Seluruh
bagian tumbuhan tersebut disebut tallus dan tumbuh menjalar. Caulerpa
merupakan salah satu genus alga laut dari Famili Caulerpa racemosa dan
termasuk spesies dari Kelas Chlorophyceae (alga hijau) Caulerpa racemosa
memiliki thalus berwarna hijau seperti tanaman rumput, ruas batang utama
ditumbuhi akar yang mempunyai akar serabut, bentuk percabangan seperti bentuk
daun yang beragam menyerupai daun tunggal, bundar seperti anggur, terdiri dari
banyak cabang tegak yang tingginya sekitar 2,5-6,0 cm. Batang pokok berukuran
antara 16-22 cm. Terdapat bulatan-bulatan seperti anggur pada puncak cabang,
panjang setiap puncak cabang sekitar 2,5-10,0 cm. Caulerpa racemosa dapat
tumbuh mencapai ketinggian 8.5 cm (Atmaja 1988).
Distribusi dari rumput laut jenis Caulerpa racemosa ini tersebar luas di
daerah tropis dan subtropis, seperti Filipina, Vietnam, Singapura, Malaysia,
Thailand, Taiwan, Cina, Indonesia, dan daerah barat perairan Pasifik. Alga jenis
ini tumbuh pada perairan keruh dan permukaan substrat berlumpur lunak, tepi
karang yang terbuka dan terkena ombak laut yang keras serta perairan tenang
yang jernih dan bersubstrat pasir keras. Jenis ini sangat kuat melekat pada substrat
karena akarnya kokoh dan bercabang pendek. Alga jenis ini pada beberapa daerah
seperti Tapanuli dan Kepulauan Seribu dikonsumsi baik mentah maupun matang
walaupun memiliki tekstur yang kasar dengan rasa pedas seperti lada. Caulerpa
racemosa tumbuh bergerombol atau berumpun oleh karena itu sering disebut
sebagai anggur laut. Keberadaannya dapat dijumpai di paparan terumbu karang
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dengan kedalaman hingga 200 m. Sebagai fitobentik, tumbuhan ini hidup
menancap atau menempel di substrat dasar perairan laut seperti karang mati,
fragmen karang, pasir dan lumpur. Pertumbuhannya bersifat epifitik atau
saprofitik dan kadang-kadang berasosiasi dengan tumbuhan laut. Caulerpa
racemosa untuk menunjang keberadaannya dalam jumlah besar dan secara
kontinu, mengingat teknik ini mudah diterapkan, murah dari segi biaya pembuatan
dan ramah lingkungan karena memanfaatkan bahan baku berupa bambu sehingga
sangat mudah untuk diaplikasikan oleh masyarakat (Atmadja et al. 1996).
c. Kandungan Kimia
Caulerpa racemosa mengandung senyawa fenol yang berfungsi sebagai
antioksidan, juga kaya akan serat Iodium dan mineral-mineral penting lainnya.
Selain itu Caulerpa racemosa mengandung senyawa-senyawa fitokimia lainnya
yang penting untuk kesehatan. Antioksidan yang terdapat pada Caulerpa
racemosa dapat  melawan radikal bebas dalam tubuh dimana radikal bebas adalah
suatu molekul yang pada orbit terluarnya mempunyai satu atau lebih elektron
yang tidak berpasangan, sifatnya sangat labil dan sangat reaktif sehingga dapat
menimbulkan kerusakan pada tubuh manusia. Caulerpa racemosa memiliki
aktivitas antioksidan yang tinggi dan mengandung gallokatekin, epikatekin dan
katekin yang merupakan senyawa-senyawa turunan fenol. Komponen aktif ini
mungkin memiliki efek sinergis yang berperan sebagai antioksidan (Fithrani. D,
2009).
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Gambar 2.1Caulerpa racemosa (Sumber Gede Ari Yudasmara : 2014)
Gambar 2.2Caulerpa racemosa (Sumber foto langsung)
D. Tinjauan Tentang Staphlococcus aureus
Staphylococcus aureus merupakan sebagai salah satu bakteri penyebab
utama terjadinya abses didalam rongga mulut. Staphylococcus aureus merupakan
bakteri gram positif berbentuk kokus menyerupai bola dengan garis tengah ± 1μm
tersusun dalam kelompok-kelompok tidak teratur (menyerupai buah anggur).
Staphylococcus aureus bersifat non- motil (tidak bergerak), non spora, anaerob
fakultatif, katalase positif dan oksidase negatif (Dewi, 2013).
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Bakteri ini susunannya bergerombol dan tidak teratur seperti anggur.
Koloni bakteri ini terlihat berwarna kuning keemasaan. Bakteri ini mudah tumbuh
pada berbagai pembenihan pada media cair dan mempunyai metabolisme aktif,
mampu memfermentasikan karbohidrat dan menghasilkan bermacam-macam
pigmen dari putih sampai kuning tua (Radji, 2011).
Salah satu ciri khas yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus adalah
radang supuratif (bernanah) pada jaringan lokal dan cenderung menjadi abses.
Manifestasi klinis yang paling sering ditemukan adalah furunkel pada kulit dan
impetigo pada anak-anak. Staphylococcus aureus dikenal sebagai bakteri yang
paling sering mengkontaminasi luka pasca bedah sehingga menimbulkan
komplikasi dan bila terjadi bakteriemia, infeksi dapat bermetastasis ke berbagai
organ (DeLeo dkk., 2009).
Patogenesis infeksi Staphylococcus aureus merupakan hasil interaksi
berbagai protein permukaan bakteri dengan berbagai reseptor pada permukaan sel
inang. Penentuan faktor virulen yang paling berperan sulit dilakukan karena
demikian banyak dan beragam faktor virulen yang dimiliki Staphylococcus aureus
(DeLeo dkk., 2009).
E. Tinjauan Tentang Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
Pada tahun 1961 di Eropa, muncul galur S. aureus yang membawa sifat
resisten terhadap metisilin dan antibiotik dari golongan beta-laktam lain disebut
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), sedangkan galur yang
masih bersifat sensitif dinamakan methicillin sensitive Staphylococcus aureus
(MSSA). Galur MRSA dapat menyebar dengan cepat, menjadi penyebab sekitar
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50% infeksi nosokomial di rumah sakit serta dikenal sebagai hospital acquired
methicillin resistant Staphylococcus aureus (HA-MRSA). Pada tahun 1980 timbul
galur community acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(CAMRSA) dan menyebabkan 30% infeksi S. Aureus di masyarakat. Galur
MRSA saat ini tidak hanya resisten terhadap metisilin, melainkan memiliki sifat
multiresisten terhadap berbagai antibiotik lain yang umum digunakan seperti
aminoglikosida, makrolid, kloramfenikol,dan fluorokuinolon (Kenzaka, 2005).
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) adalah bakteri
Staphylococcus aureus yang menjadi kebal atau resisten terhadap antibiotik jenis
metisilin. MRSA mengalami resistensi karena perubahan genetik yang disebabkan
oleh paparan terapi antibiotik yang tidak rasional. Transmisi bakteri berpindah
dari satu pasien ke pasien lainnya melalui alat medis yang tidak diperhatikan
sterilitasnya. Faktor-faktor resiko terjadinya MRSA antara lain lingkungan,
populasi, kontak olahraga, kebersihan individu, riwayat perawatan, riwayat
operasi, riwayat infeksi dan penyakit, riwayat pengobatan, serta kondisi medis.
Tahun 2001 WHO (World Health Organization) membuat suatu strategi global
dalam menangani fenomena resisten antibiotik yang semakin meluas. Kuman
MRSA pada awalnya hanya resisten terhadap antibiotik bercincin β-laktam namun
pada perkembangannya muncul kekebalan juga pada golongan qionolon,
aminoglikosida, tetrasiklin bahkan vankomisin (Biantoro, 2008).
Kebijakan kesehatan dalam pengobatan infeksi bakteri berakibat pada
resistensi antimikroba yang semakin meluas di seluruh dunia dan berkembang
menjadi masalah kesehatan. MRSA merupakan galur spesifik dari bakteri
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Staphylococcus aureus yang resisten terhadap antimikroba semua turunan
penicillin dan methicillin serta antimikroba spektrum luas betalactamase resisten
penicillin (Kenzaka, 2005).
Bakteri menjadi resisten terhadap antibiotik karena bakteri dapat
mengurangi atau bahkan menghilangkan efektivitas antibiotik. Resistensi terjadi
akibat mutasi genetik pada bakteri. Saat ini sudah banyak diketahui bakteri
resisten, termasuk methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
methicillin resistant coagulase negative Staphylococcus (MRCNS), dan juga
vancomycin resistant Enterococcus (VRE). Methicillin resistant Staphylococcus
aureus merupakan penyebab utama infeksi nosokomial dan komunitas. Bakteri
MRSA mempunyai faktor virulensi berulang yang dapat membuat bakteri
bertahan di dalam kondisi ekstrim dan epidemiologinya berubah sangat cepat.
Resistensi ini semakin berkembang, sehingga dibutuhkan cara/alternatif
pengobatan untuk penanganannya. Pengobatan yang memungkinkan untuk
mengatasi infeksi bakteri resisten antibiotik ini adalah dengan memanfaatkan
senyawa aktif fitokimia. Pada beberapa tanaman, senyawa ini dipergunakan untuk
mempertahankan diri dari predator seperti mikroorganisme, serangga, dan juga
herbivora. Banyak tanaman yang sudah terbukti secara ilmiah mempunyai
aktivitas anti bakteri dan dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Kebanyakan
agen ini memiliki struktur dan aksi yang berbeda dari antibiotik yang biasa
digunakan (Kenzaka, 2005).
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F. Ayat yang Relevan Tentang Tanaman (Caulerpa racemosa)
Keberadaan tanaman telah dijelaskan oleh firman Allah dalam QS. al-
zumar ayat 21, sebagai berikut:
 ﱠُﻢﺛ ِضَۡرۡﻷٱ ِﻲﻓ َﻊِﯿﺒ ََٰﻨﯾ ۥُﮫََﻜﻠََﺴﻓ ٗٓءﺎَﻣ ِٓءﺎَﻤ ﱠﺴﻟٱ َﻦِﻣ َلَﺰَﻧأ َ ﱠ ٱ ﱠَنأ ََﺮﺗ َۡﻢَﻟأ
 ۥُُﮫﻠَﻌَۡﺠﯾ ﱠُﻢﺛ ا َّٗﺮﻔۡﺼُﻣ ُﮫ ٰ ََﺮَﺘﻓ ُﺞﯿَِﮭﯾ ﱠُﻢﺛ ۥُُﮫﻧ َٰﻮَۡﻟأ ًﺎِﻔَﻠﺘۡﺨ ﱡﻣ ﺎٗﻋۡرَز ِۦِﮫﺑ ُجِﺮُۡﺨﯾ
 ِﺐ َٰﺒَۡﻟۡﻷٱ ِﻲﻟُْوِﻷ ٰىَﺮۡﻛَِﺬﻟ َِﻚﻟ َٰذ ِﻲﻓ ﱠِنإ ۚﺎًﻤ َٰﻄُﺣ٢١
Terjemahnya:
“Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah
menurunkan air dari langit, maka diaturnya menjadi sumber-sumber air di
bumi kemudian ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanam-tanaman yang
bermacam-macam warnanya, lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya
kekuning-kuningan, kemudian dihancurkannya hancur berderai-derai.
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat pelajaran bagi
orang-orang yang mempunyai akal”.
Menurut Sayyid Quthb dijelaskan bahwa penurunan air, “Maka,
diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi”. Sumber air itu bisa berupa sungai
yang mengalir di permukaan bumi. Bisa juga sungai yang mengalir dibawah
lapisan bumi sebagai hasil resapan air dari permukaan. Lalu, air ini memancarkan
menjadi mata air, atau digali sehingga terbentulah sumur. “Kemudian
ditumbuhkannya dengan air itu tanaman-tanaman yang bermacam-macam
warnanya” Kehidupan tanaman yang terjadi setelah turunnya air dan yang tumbuh
dari air merupakan hal yang luar biasa, sehingga upaya manusia sia-sia belaka jika
dibandingkan dengan hal ini. Tanaman kecil ini membelah permukaan tanah yang
menyingkirkan beban sampai yang ada diatasnya, yang melihat angkasa, cahaya
dan kebebasan. Lalu, pohon ini naik ke angkasa sedikit demi sedikt.
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Adapun yang dimaksudkan ayat diatas “Apakah kamu tidak
memperhatikan bahwa sesungguhnya Allah menurunkan air dari langit, maka
diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi. Kemudian ditumbuhkannya
dengan air itu tanaman-tanaman yang bermacam-macam warnanya” Sumber itu
bisa berupa air laut. Caulerpa racemosa merupakan alga hijau yang mengandung
klorofil yang tumbuh di dalam air seperti air laut. Caulerpa racemosa yang
mempunyai banyak manfaat bagi manusia untuk dijadikan makanan dan
mengandung senyawa fenol yang berfungsi sebagai antioksidan, juga kaya akan
serat iodium dan mineral-mineral penting lainnya yang baik untuk kesehatan dan
mempertahankan mutu pangan. “Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-
benar terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai akal” yaitu, orang-
orang yang memanfaatkan akal dan pemahaman yang dikaruniakan Allah
kepadanya. Caulerpa racemosa juga mengandung bakteri endofit, yang dapat
dikembangkan didunia kesehatan khususnya bidang farmasi yang dapat digunakan
sebagai antibiotik yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus.
Begitupula ayat sebelumnya dijelaskan tentang  bagaimana untuk
senantiasa melihat ciptaan-Nya, agar kita sebagai ummat-Nya dapat
memanfaatkan ciptaan-Nya dan juga telah dijelaskan dalam surah An-Nahl ayat
14, yaitu:
 ُﮫۡﻨِﻣ ْاﻮُﺟِﺮَۡﺨﺘَۡﺴﺗَو ﺎ ّٗﯾَِﺮط ﺎٗﻤَۡﺤﻟ ُﮫۡﻨِﻣ ْاُﻮﻠُﻛَۡﺄِﺘﻟ َﺮَۡﺤﺒۡﻟٱ َﺮ ﱠﺨَﺳ يِﺬﱠﻟٱ َُﻮھَو
 ۡﻢُﻜﱠﻠََﻌﻟَو ِۦِﮫﻠَۡﻀﻓ ﻦِﻣ ْاﻮَُﻐﺘَۡﺒِﺘﻟَو ِﮫِﯿﻓ َﺮِﺧاَﻮَﻣ َﻚُۡﻠﻔۡﻟٱ ىََﺮﺗَو َۖﺎَﮭﻧﻮَُﺴﺒَۡﻠﺗ َٗﺔﯿۡﻠِﺣ
 َنوُﺮُﻜَۡﺸﺗ١٤
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Terjemahanya:
“Dan Dialah, Allah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu dapat
memakan daripadanya daging yang segar (ikan), dan kamu mengeluarkan
dari lautan itu perhiasan yang kamu pakai; dan kamu melihat bahtera
berlayar padanya, dan supaya kamu mencari (keuntungan) dari karunia-
Nya, dan supaya kamu bersyukur.”
Menurut Sayyid Quthb dijelaskan yaitu nikmat lautan dan kehidupan
dilaut juga merupakan hajat dan keinginan manusia yang sangat daruri ‘niscaya’.
Diantara yang disebutkan adalah daging yang segar dari jenis ikan dan lainnya
untuk dimakan. Disamping ada lagi nikmat lain dari jenis perhiasan seperti lu’lu
dan marjan, dari jenis kerang dan siput yang biasa digunakan manusia hingga
sekarang. Begitupula dengan bahtera/kapal layar memberikan keindahan
tersendiri yang tidak hanya untuk ditumpangi atau sekedar sarana transportasi
umumnya.
Dalam ayat ini dijelaskan bahwa Allah SWT banyak memberikan nikmat
kepada manusia lewat adanya laut. Allah menundukkan laut untuk manusia
bertujuan agar manusia bisa mengambil manfaat dari laut tersebut. Di dalam laut
banyak sekali manfaat, yaitu banyak terkandung bahan makanan, perhiasan,
tempat berlayar. Sebagai sumber makanan contohnya adalah alga dan berbagai
macam jenis ikan. Maka, Mahasuci Allah SWT yang mengetahui tentang
makhluknya dan tentang apa yang memberikan kemudharatan serta manfaat bagi
makhlukNya. Dalam ayat ini juga terdapat isyarat kepada kesempurnaan
kekuasaan Allah SWT dalam menciptakan benda manis dan segar di dalam air
pahit dan tidak diminum.
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G. Kerangka Pikir
Input
• Caulerpa merupakan alga yang dapat dikomsumsi dan
digunakan sebagai campuran untuk obat anti bakteri
• Bakteri endofit yang hidup dalam jaringan Caulerpa racemosa
yang berpotensi menghambat perumbuhan MRSA
• MRSA merupakan bakteri Staphylococcus aureus yang resisten
terhadap antibiotik
Proses
• 1. Pengambilan sampel Caulerpa racemosa
• 2. Peremajaan bakteri MRSA
• 3. Pembuatan kultur kerja
• 4. Uji daya hambat bakteri endofit terhadap   MRSA
• 5. Identifikasi bakteri endofit penghasil antibakteri MRSA
Output • Terdapat bakteri endofit Caulerpa racemosa yang dapat
menghambat pertumbuhan S. aureus dan MRSA
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BAB III
METODE PENELITIAN
A. Jenis dan Lokasi Penelitian
Penelitian ini termasuk dalam penelitian kualitatif, yaitu melihat  potensi
penghambatan bakteri endofit Caulerpa racemosa terhadap bakteri Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Penelitian ini dilaksanakan di
Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negri Alauddin Makassar
B. Pendekatan Penelitian
Pendekatan penelitian yang digunakan yaitu penelitian kualitatif
eksploratif dimana penelitian ini melihat fenomena berbagai sudut pandang
sehingga hasil akhirnya berupa  pengetahuan baru yang kemudian menjadi
landasan untuk penjabaran penelitian yang sedang dilakukan.
C. Variabel Penelitian
Penelitian ini memiliki dua macam variabel yaitu variabel bebas dan
variabel terikat. Variabel bebas berupa bakteri endofit Caulerpa
racemosa.Variabel terikat berupa bakteri Staphylococcus aureus dan Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
27
D. Defenisi Operasional Variabel
1. Bakteri endofit merupakan  bakteri yang didapatkan di dalam jaringan
Caulerpa Racemosa yang diharapkan menghasilkan senyawa bioaktif untuk
menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus dan MRSA.
2. Caulerpa racemosa merupakan tanaman alga hijau yang di dapatkan dari
perairan Puntondo dengan kedalaman sekitar 1 meter.
3. Staphylococcus aureus adalah bakteri patogen Gram positif yang
menyebabkan penyakit infeksi.
4. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan bakteri
Staphylococcus aureus yang mengalami kekebalan terhadap antibiotik jenis
metisilin.
E. Instrumen Penelitian
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain oven, autoklaf,
lemari es, cawan petri, inkubator, labu Erlenmeyer, laminar air flow, pipet tetes,
bunsen, mikropipet dan tip, vortex mixer, mortar, tabung reaksi, batang L, dan
kertas cakram.
Bahan yang digunakan adalah bakteri Staphylococcus aureus, Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), sampel Caulerpa racemosa,air laut,
hipoklorit alkohol 70%, natrium hipoklorit 1%, alkohol 70%, akuades, media
natrium agar (NA) dan natrium broth (NB), Proteinase K, Buffer GSB, wash
buffer, Elution buffer,primer U1 dan U2, MgCl2, dNTP, ddH2O, agarose, Tris
borate EDTA, M EDTA pH 8.0, TBE 0.5%, Marker 100bp.
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F. Prosedur Kerja
1. Pengambilan sampel Caulerpa racemosa
Sampel Caulerpa racemosa diambil pada kedalaman 1 meter. Sampel yang
dikumpulkan dan dimasukkan dalam plastik yang telah diisi dengan air laut
kemudian disimpan dalam cool box. Sampel segera dibawa ke laboratorium untuk
dilakukan uji selanjutnya.
2. Isolasi bakteri endofit
Sampel Caulerpa racemosa yang diperoleh dari lapangan dicuci bersih
dengan air mengalir. Selanjutnya dilakukan sterilisasi permukaan dengan cara
merendam caulerpa dalam larutan natrium hipoklorit 1% 5 menit, alkhohol 70% 1
menit dan terakhir dibilas dengan akuades steril (Coombs and ranco, 2003).
Caulerpa racemosa kemudian dihaluskan dengan mortar steril dengan kondisi
aseptis. Dilakukan pengenceran bertingkat sampai 104. Setiap pengenceran
diinokulasikan dengan metode sebar pada media NA air laut. Inkubasi selama 24
jam. Koloni bakteri yang tumbuh dimurnikan dalam media NA agar miring
sebagai stok.
3. Peremajaan bakteri
Bakteri S. aureus dan MRSA diremajakan dengan cara menginokulasikan
bakteri MRSA pada media agar miring. Diinkubasi selama 1 x 24 jam dengan
suhu 37 0C. Bakteti yang tumbuh dimasukkan dalam lemari pendingin sebagai
stok.
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4. Pembuatan kultur kerja
Masing-masing bakteri endofit diinokulasikan ke dalam media NB air laut.
Sedangkan Bakteri S. aureus dan MRSA diinokulasikan ke dalam media NB.
Kemudian diinkubasi dengan inkubator bergoyang selama 1x24 jam dengan
kecepatan 200 rpm dan suhu 37 0C.
5. Uji daya hambat bakteri endofit terhadap MRSA
Kemampuan penghambatan bakteri endofit Caulerpa racemosa dilakukan
dengan metode difusi agar. Sebanyak 100 µl kultur bakteri MRSA diinokulasikan
pada media NA dengan metode sebar. Kertas cakram dengan diameter 0,7 mm
yang berisi 30µl kultur bakteri endofit diletakkan pada media agar yang telah
disebar dengan baketri MRSA. Aktivitas penghambatan diamati selama 3 x 24
jam yang ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar kertas cakram.
Indeks penghambatan (IP) diukur dengan rumus:
IP=
6. Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Caulerpa racemosa
Identifikasi molekuler hanya dilakukan pada isolat bakteri yang
mempunyai indeks penghambatan tertinggi. Isolat bakteri ini dideterminasi
dengan menggunakan sekuen 16S-rRNA. Gen 16S-rRNA dianalisis secara
lengkap di 1stBASE Malaysia. Analisis cluster pada sekuens tersebut dilakukan
dengan program BLAST (Basic Local Aligmnet Search Tool) dari NCBI
(National Center for Biotechnologhy Information) secara online pada website
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(http//www.ncbi.nlm.nih.gov). Adapun langkah-langkah identifikasi molekuler
dan analisis gen 16S-rRNA dilakukan sebagai berikut:
a.Ekstraksi DNA
Ekstraksi DNA pada dasarnya merupakan serangkaian proses pemisahan
DNA dari komponen–komponen sel lainnya. Ekstraksi DNA pada organisme
prokariot dilakukan melalui proses preparasi sampel, lisis sel, DNA binding, wash
dan elution. Adapun langkah-langkah ekstraksi DNA adalah sebagai berikut:
1. Sample preparation (Preparasi sampel)
Sebanyak 1 ose sampel bakteri dimasukkan ke dalam tabung
mikrocentrifuge 1,5 mL steril  yang telah berisi 200 µLgram (+) buffer yang telah
ditambahkan lysozyme. Menghomogenkan dengan cara pipetting, kemudian
diinkubasi pada suhu 370C selama 30 menit. Setelah diinkubasi tabung divoterx,
kemudian ditambahkan 20 µL Proteinase K dan 200 µL gram (-) buffer, lalu
divortex dan diinkubasi kembali pada suhu 600C selama 10 menit, setiap 3 menit
tabung dibolak-balik agar homogen.
2. Cell lysis (Melisiskan sel)
Buffer (Geneaid) sebanyak 200 µLGB ditambahkan lalu divortex dan
diinkubasi kembali pada suhu 500C selama 10 menit, membolak-balik tabung
setiap 3 menit.
3. DNA Binding
Menambahkan 200 µL ethanol absolute 96% dan divortex selama 10 detik.
Memindahkan semua campuran tersebut ke dalam GD column (spin column) pada
2 mL collection tube, sentrifugasi pada kecepatan 13.100 rpm selama 2 menit.
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Membuang collection tube yang berada di bawah spin column dan mengganti
dengan collection tube yang baru.
4. Wash (Pencucian)
Menambahkan 400 µLW1buffer (Geneaid) lalu disentrifuge pada
kecepatan 13.100 rpm selama 30 detik, kemudian membuang cairan yang ada
pada collection tube. Menambahkan 600 µL wash buffer dan disentifuge lagi, lalu
membuang cairan pada collection tube dan sentrifuge kembali selama 3 menit.
Membuang collection tube dan meletakkan tabung mikrocentrifuge steril pada
bagian bawah spin column.
5. Elution
Menambahkan 100 µL Elution buffer (Geneaid), diamkan selama 3 menit
kemudian disentrifuge dengan kecepatan yang sama selama 1 menit. Cairan yang
mengandung DNA yang tertampung pada tabung mikrocentrifuge disimpan pada -
4oC untuk digunakan sebagai template PCR.
a. Amplifikasi PCR (Polymerase Chain Reaction)
PCR merupakan suatu proses sintesis enzimatik untuk melipatgandakan
suatu sekuens nukleotida tertentu secara in vitro (di dalam tabung). Prosesnya
meliputi 3 tahap, yaitu denaturasi, annealing, dan ekstention (elongation).
Prosedur ini dikerjakan pada sampel DNA yang telah diisolasi, ekstrak DNA dari
sampel dan akuades sebagai kontrol negatif. "PCR mix" dimasukkan ke dalam
tabung PCR:
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Tabel 6.1. Komposisi PCR Mix
Reaksi (µL)
Nuclease Free Water 20
2x KAPA2G Fast Ready Mix 25
63F (Forward primer) 2.5
1387R (Reverse primer) 2.5
DNA template 5
Total  PCR mix 55
Total volume PCR Mix 55µL untuk setiap sampel, kemudian dimasukkan dalam
mesin PCR. Amplifikasi dilakukan dengan menggunakan mesin PCR (DNA
thermal cycler). Untuk amplifikasi PCR, tahap awal pre-denaturasi pada suhu
95ºC selama 3 menit, selanjutnya denaturasi 95ºC selama 10 detik, annealing pada
suhu 55ºC  selama 10 detik, ekstensi 72ºC selama 15 detik sebanyak 35 siklus
dilanjutkan dengan ekstensi akhir suhu 72ºC selama 1 menit dan final hold 4ºC.
b. Elektroforesis
Agarosa 2% dibuat dengan melarutkan 2 gr agarose (BioRad) dalam 100
mL 10X Tris borate EDTA (100 gr Tris base, 27.5 gr asam borat, 20 mL 0.5 M
EDTA pH 8.0  dalam 1 liter akuades). Kemudian memanaskan sampai mendidih
dan larut. Selanjutnya ditambahkan 1 μL ethidium bromida (0.2 µg/mL) dan
dimasukkan dalam pencetak gel  yang telah dipasangi sisir. Setelah agarosa
memadat (sekitar 30 menit) selanjutnya dimasukkan ke dalam tank elktroforesis
yang berisi larutan TBE 0.5%. Memasukkan DNA sampel hasil amplifikasi
sebanyak 5 μL, kemudian untuk mengetahui ukuran produk amplifikasi PCR
maka dimasukkan Marker 100bp pada sumur pertama dan diikuti DNA sampel
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hasil amplifikasi. Elektroda dihubungkan dengan power supply kemudian
menyalakan selama 40 menit. Setelah itu, alat elektroforesis dimatikan kemudian
gel dari alat tersebut diambil. Gel dipindahkan kedalam UV-transiluminator
kemudian diamati hasilnya pada komputer.
c. Sekuensing
Sampel hasil PCR dan primer forward 63F dikirim ke 1stBASE Malaysia
untuk disekuensing. Hasilnya berupa sekuen nukleotida sepanjang ± 1000
nukleotida. Nukleotida tersebut dimasukkan dalam program BLAST secara online
pada website (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) untuk dicocokkan dengan data spesies
pada Gen Bank, keidentikan yang digunakanpada range 80-100 %.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Hasil  Penelitian
1. Isolasi Bakteri Endofit Caulerpa racemosa
Sampel Caulerpa racemosa sebelum dilakukan isolasi terlebih dahulu
dilakukan sterilisasi permukaan dengan cara merendam Caulerpa racemosa pada
natrium hipoklorit 1% 5 menit, kemudian direndam alkhohol 70% 1 menit dan
terakhir dibilas dengan akuades steril. Sterilisasi permukaan dilakukan bertujuan
agar bakteri yang ada dipermukaan Caulerpa racemosa mati sehingga betul-betul
bakteri endofit yang ada didalam sel Caulerpa racemosa didapatkan.
Isolasi Caulerpa racemosa dilakukan pengenceran bertingkat samapai 10-5
setiap pengenceran diinokulasikan pada media NA air laut, lalu hasil isolasi dari
sampel Caulerpa racemosa memperlihatkan banyaknya koloni bakteri endofit
yang tumbuh dan hanya 12 koloni bakteri berbeda. Dapat dilihat pada lampiran 1.
2. Pengamatan Morfologi
Isolat yang berbeda dimurnikan dengan cara metode kuadran dan diinkubasi
selama 1 x 24 jam pada suhu 370C. Sehingga diperoleh kultur koloni mikroba
murni, yaitu isolat yang hanya mengandung satu bentuk morfologi koloni yang
sama. Seperti yang terlihat pada lampiran 2.
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Tabel 2.1 Pengamatan Makroskopik Koloni Isolat Bakteri Endofit dari
Caulerpa racemosa
Ciri Makroskopoik Koloni Bakteri Endofit Caulerpa racemosa
NO. Kode
Isolat
Ukuran Bentuk Elevasi Tepian Permukaan
1 E.C1 Small Circular Flat Entire Halus
mengkilat
2 E.C2 Sedang Irregular Flat Undulate Halus
mengkilat
3 E.C3 Kecil Circular Flat Rhizoid Berkerut
4 E.C4 Besar Irregular Raised Lobate Halus
5 E.C5 Sedang Irregular Raised Curled Berkerut
6 E.C6 Sedang Irregular Umbunate Undulate Halus
7 E.C7 Besar Irregular Flat Lobate Halus
8 E.C8 Sedang Irregular Flat Curlad Halus
9 E.C9 Kecil Circular Flat Entire Halus
10 E.C10 Kecil Circular Convex Entire Kasar
11 E.C11 Kecil Circular Convex Entire Halus
12 E.C12 Kecil Irregular Raised Entire Halus
Dari hasil pengamatan makroskopik koloni, diketahui bahwa bakteri
endofit Caulerpa racemosa memiliki ukuran dan bentuk koloni yang berbeda
yaitu kecil, sedang, besar. Sedangkan bentuk koloni Circular dan Irregular,
bentuk tepinya juga berbeda-beda yaitu Entire, Undulate, Rhizoid, Lobate, dan
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Curled. Untuk permukaan koloni menunjukkan halus mengkilat, halus, berkerut
dan kasar. Dan elevasi juga berbeda-beda yaitu Flat, Raised, Umbunate, dan
Conveks.
3. Pengecetan Gram Isolat Bakteri Endofit
Hasil pewarnaan gram12 isolat bakteri endofit berbeda dapat dilihat pada
lampiran 3.
Tabel 3.1 Pengamatan Mikroskopik Sel Isolat Bakteri Endofit dari Caulerpa
racemosa
NO. Kode Isolat Bentuk dan Penataan sel Pewarnaan Gram
1 E.C1 Bacil +
2 E.C2 Bacil -
3 E.C3 Bacil +
4 E.C4 Coccus +
5 E.C5 Bacil +
6 E.C6 Bacil +
7 E.C7 Bacil +
8 E.C8 Bacil +
9 E.C9 Coccus +
10 E.C10 Bacil +
11 E.C11 Bacil -
12 E.C12 Bacil -
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Hasil pewarnaan gram dari 12 isolat bakteri endofit meiliki bentuk yang
berbeda yaaitu Coccus dan Bacil, dan terdapat 9 isolat merupakan bakteri gram
positif yaitu pada isolate E.C1, E.C3, E.C4, E.C5, E.C6, E.C7, E.C8, E.C9 dan
E.C10, sedangkan isolat E.C2, E.C11, dan E.C12 merupakan bakteri negatif.
Dikatakan gram negatif karena terdapat sisa Safranin yang mewarnai sel bakteri
maka menjadi berwarna merah, sedangkan gram positif tidak terpengaruh.
4. Uji Daya Hambat Bakteri Endofit Terhadap MRSA (Methicillin
resistant Staphylococcus aureus) dan Staphlococcus aureus
Tabel 4.1 Pengamatan uji daya hambat bakteri endofit Caulerpa racemosa
terhadap MRSA (Methicillin resistant Staphylococcus aureus) dan
Staphylococcus aureus (1 X 24 jam dan 2 X 24 jam)
NO. Bakteri Endofit
Caulerpa racemosa
Indeks Penghambat (IP)
Staphylococcus aureus
MRSA
Hari I Hari II
1 E.C1 2 2 _
2 E.C2 2 2 _
3 E.C3 2 1,9 _
4 E.C4 1,95 1,9 _
5 E.C5 1,85 1,85 _
6 E.C6 1,95 1,85 _
7 E.C7 1,95 1,85 _
8 E.C8 2 1,85 _
9 E.C9 1,9 1,9 _
10 E.C10 1,9 1,85 _
11 E.C11 1,9 1,85 _
12 E.C12 1,85 1,85 _
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Dari tabel diatas diketahui indeks penghambatan tertinggi diberikan oleh
isolat E.C1, E.C2, dan E.C3. Gambar zona hambat yang terbentuk dari ketiga
isolat terbaik dapat dilihat pada gambar berikut:
Hari I Hari II
5. Identifikasi Bakteri Endofit Penghasil Antibakteri
Identifikasi molekuler dilakukan pada isolat bakteri Caulerpa racemosa
yang memiliki daya hambat tertinggi pada pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus yaitu pada isolat E.C1, E.C2 dan E.C3. Hasil elektroforesis dari ketiga
sampel tersebut diketahui terdapat pita yang teresparasi dan sejajar dengan marker
sekitar 1.300bp. Hal ini mengindikasikan bahwa fragmen gen yang terimplikasi
dengan ukuran ± 1.300bp. sehingga dapat disimpulkan proses amplifikasi ketiga
isolat tersebut berhasil dilakukan. Kemudian ketiga isolat dideterminasi dengan
menggunakan sekuen 16S-rRNA dianalisis secara lengkap di 1st base Malaysia
Analisis cluster pada sekuens tersebut dilakukan dengan program BLAST-N
(Basic Local Aligmnet Search Tool-Nucleotida) dari NCBI (National Center for
Biotechnologhy Information). Adapun hasil dari elektroforesis dari ketiga isolat
yaitu pada gambar berikut
E.C1 E.C2
E.C3
E.C1
E.C2
E.C3
E.C4 E.C4
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Gambar 5.1 Hasil elektroforesis dari produk amplifikasi gen 16S-rRNA
Gambar 5.2 Urutan basah nukleutida isolate E.C1, E.C2, dan E.C3 hasil
sekuensing
Isolat E.C1
GGGGACTGAGGGCTGCTCCAAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATCTATTTA
TACATATAATTAGATTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT
TCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAG
TGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT
TAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT
CCTAGAGATAGGACTTTCCCCCTTCGGGGGGACAAAGTGACCGGTGGGTGCATGGGTTG
TCCTTCAGCTCCTGGTCGTGAGAATGTTGGGGTTAAGTCCCCCCAACAAGCGCAACCCC
TTGAATCTTAATTTGCCAAGCAATTAATTTGGGGCACTCCTAAGGGGGACTGGCCGGTG
ACCAAACCGGAAGGAAAGGTGGGGGATGAACGTCAAAATAATCATGGCCCTTTTATGAA
CCTGGGGGTAACCCAACGTGGCTAACAATGGGATGGGTACCAAAGGGCCTGCCAAGAAC
CCCCGAGGGTTTAGGCCCAATCCCCCTAAAAACCCCTTTCCTCAGGTTCCGGAATTTTT
AGCCTCGG
1.500bp
1.000bp
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Isolat E.C2
GGCAAACTGAGCTGCTTTTCAACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCCTTGAGACGGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACATATCTT
CGCATGAGGATATGTTAGAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTCAAGGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGT
TTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTATCTGTTGAATAAGCAGGTA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTT
GAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGCTA
CTTCTAGAGATAGAAGGTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAG
TTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGTTGACAAACCGGAGGAAGGTT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGGCCCCTAATGACCTGGGGCTACCAACGTTGCTACAA
TGGAATGTTACAAAAGGTCTTCCAAAACCGCCGAGGTTTAACCCAATCCCCTATAAACC
CTTTCCCAGTCCGGATGTGAGGGCGGCAAACTCGCTCCACTTGAAACCTGGATTCCCGG
TAAAATCCCGGGAAACTCAAGGTCCCCGTGAAAAAATTTCCCGGGCGCTTTTCTGACGC
GTCAGAAA
Isolat E.C3
TTGCAAGAAATGGCTGCTCTGAGACTACCGCCGAACGGTGTGAGTTGACTTGGGTCTGT
GTGGGTTGAGTGACAATAACTTCGGGAAACCGGGGCTACTACCGAATTCCTACTATTTA
ACATGGGGGAACTTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTTACAGGTGGGCCCGCGGCGCGG
TGAGGTATTGGTGAGGTAACGGCTCAACCCGGCGACGATGCGTAACCAAGCTGAGAGGG
TGATCAGCTGCAATGGGACTGAGACTCCTACCAGACTCCTACGGGAGGAATCATTAAGG
AATCTTCCACACTGGACCAAACTCTGACGGATGAGCGCCGCATGAGTGATGAATGTTTT
CGGATTTTAAAACTCTGTTGTGACGGAAAAACAATTACCTGATTAACTGCCGGTACCTT
GACGGTACCTAACCACAAAGCCCCTGCTAACTACCTGCCAACTACCAAGGTAATACGTA
TGTGGCAAGATTTGTGCGGAATTATTGCGCGTAAATGGCTCGTTAGCTGTTATGTAAAT
CTGATGTGATCACCCAGGGCTCTGCCGTGGAAGGTGATTGGAAACTGGAGAACTTAAGT
GCATAAGATTACAGGTGAATTCCAAGTGTGCCGGTATAATGCGTAGAAATTTGGAGGAA
CACCAGTGGCCATGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCATGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGCTAATACACGCCGTACTAGATGAGTGCTATCCTGT
TAGATCTTTTTCCGCCCTCTAACGCTGCAACAAACGCATTCAGGACTCCACCCTGGGGA
GTACGACCACCAAGATGAATCTCCAAGGGACTTGCACGGAGCGCCCGCACCATGCTGTG
GTAACATGTGAGTTTACTTTCGAAAACCACTAGCAAGACCTTTACCTGCGTCATGACAT
CCTCTAGACAGTCCTAGTGATATCACTTTCTCCTTTCGGAGGACATACTGACATGTCGT
CCACTGCTTGTCGTCAGATCGTGTCGTGAAGATGCTGGACTAGTCCCACCCATCGTGCC
TCACCCTCTTCGATCCTTATATGCCAGCCATCTACGTTGGGCACTGCCAGGTGAACCAG
CCGGTGACAAGCGGGAAGACGGTTCGAGATCAACGTGCAACNTCAGCCGCTCTAGACTG
GCTACACGGTCGTANTGGAT
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Hasil sekuensing yang diperoleh dari Malaysia kemudian dianalisis pada
Gen Bank menggunakan analisis BLAST. Analisis tersebut dilakukan dengan
tujuan membandingkan hasil yang diperoleh dengan hasil sikuen DNA dari
seluruh dunia dari hasil yang didepositkan pada database Gen Bank sekuen
publik. Analisis BLST dilakukan secara online pada website NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
Hasil analisis BLAST dari ketiga isolat bakteri endofit seperti pada
gambar berikit:
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Gambar 5.3. Tabel hasil analisi BLAST isolat E.C1, E.C2, dan E.C3
Perbandingan urutan nukleutida ketiga isolat yaitu E.C1, E.C2, dn E.C3
dapat dilihat pada lampiran 5.
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B. Pembahasan
1. Isolasi Bakteri Endofit Caulerpa racemosa dari Sampel Caulerpa
racemosa
Pada penelitian ini menggunakan alga hijau spesies Caulerpa racemosa
yang merupakan salah satu biota laut asli Indonesia yang memiliki nilai ekonomis
yang tinggi dan alga ini dapat dikomsumsi dan kebanyakan masyarakat
menggunakan sebagai sayuran terutama pada masyarakat pesisir.
Sampel diambil dengan menggunakan plastik  yang berisi air laut dan
dimasukkan kedalam coolbox dan segera dibawah ke laboratorium untuk diteliti
karena kebanyakan komponen aktif tidak tahan terhadap suhu tinggi.  Penelitian
dilakukan diawali dengan isolasi bakteri endofit. Metode isolasi yang digunakan
adalah metode sebar dimana pertama dilakukan sterilisasi permukaan agar bakteri
yang terdapat pada permukaan Caulerpa racemosa mati sehingga yang
didapatkan betul-betul bakteri endofit yang terdapat didalam jaringan sel
Caulerpa racemosa. Kemudian dilakukan pengenceran bertingkat.
Adapun media yang digunakan untuk mengisoslasi bakteri endofit yaitu
media NA air laut, karena sampel yang digunakan habitatnya air laut, sehingga
bakteri endofit Caulerpa racemosa dapat tumbuh dengan baik pada kondisi
salinitas yang sama dengan habitat aslinya. Isolat koloni yang berbeda kemudian
dimurnikan dengan cara digoreskan dengan metode kuadran pada media NA air
laut.
44
2. Pengamatan Makroskopik Koloni dan Mikroskopik Sel Bakteri Endofit
Caulerpa racemosa
Pengecatan Gram isolat bakteri endofit dilakukan untuk mengidentifikasi
bakteri yang diperoleh agar dapat diklasifikasikan sebagai bakteri Gram positif
atau Gram negatif, sebelum dilakukan pengecatan terlebih dahulu dilakukan
fiksasi, hal ini dilakukan untuk merekatkan sel mikroba pada gelas objek,
membunuh mikroorganise secara cepat dengan tidak menyebabkan perubahan-
perubahan bentuk dan strukturnya, mengubah daya ikat zat warna, membuat sel-
sel mikroba lebih kuat, mencegah pecahnya sel yang disebabkan oleh enzim-
enzim yang dikandungnya sendiri (Waluyo, 2008).
Pengecatan gram memisahkan dua bakteri yaitu gram positif dan gram
negatif. Bakteri gram positif menunjukkan warna ungu yang disebabkan warna
kristal violet-iodium tetap dipertahankan meskipun diberikan larutan pemucat.
Sedangkan bakteri gram negatif berwarna merah karena kompleks warna larut
sewaktu pemberian larutan pemucat.
Berdasarkan hasil pengecatan Gram yang dilakukan dari 12 isolat berbeda
menunjukkan menunjukkan 8 isolat bakteri endofit gram positif yaitu pada isolat
E.C1, E.C4, E.C5, E.C6, E.C7, E.C8, E.C9 dan E.C10. Sedangkan gram negatif 3
isolat yaitu E.C2, E.C3, E.C11 dan E.C12.
Bakteri Gram positif mampu mempertahankan zat warna utama dalam
pewarnaan Gram, yaitu Gentian Violet. Sehingga Nampak warna ungu saat
pengamatan dikarenakan dinding sel kelompok bakteri ini tersusun oleh sebagian
besar peptidoglikan yang mampu mengikat zat warna dan tidak rusak saat dicuci
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dengan alkohol. Bakteri Gram negatif memiliki komponen dinding sel yang
sebagian besar tersusun lapisan lipid, sehingga pada saat pewarnaan kurang dapat
mempertahankan zat warna utama terutama pada saat dicuci dengan alkohol (lipid
rusak pada saat dicuci dengan alkohol) akibatnya kelompok bakteri ini terlihat
berwarna merah pada hasil pewarnaan Gram. Bakteri gram positif lebih kompleks
dalam memproteksi pertahanan dari gangguan fisik maupun patogen dalam
jaringan inang. Jika dilihat dari struktur dan komposisi dinding sel bakteri gram
positif relative sederhana dibandingkan bakteri gram negate yang lebih kompleks.
3. Uji Daya Hambat Bakteri Endofit Caulerpa racemosa Terhada Bakteri
Staphylococcus aureus dan MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus)
Zona hambat merupakan aktivitas dari metabolit sekunder bakteri endofit
dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji dengan cara mengganggu
metabolisme bakteri, menghambat sintesis dinding sel bakteri, menganggu
permeabilitas membran sel bakteri, menghambat sintesis protein bakteri dan
merusak sintesis asam nukleat bakteri uji (Purwanto, 2008).
Berdasarkan hasil pengamatan uji daya hambat pada hari pertama setelah
diinkubasi selama 1 X 24 jam, isolat bakteri Staphlococcus aureus menunjukkan
adanya zona bening disekitar peper disk dengan ukuran indek penghambatan yang
berbeda-beda sedangkan Isolat bakteri MRSA tidak menunjukkan adanya daya
hambat. Pada hari kedua dengan masa inkubasi 2 X 24 jam, pada isolat bakteri
Staphlococcus aureus diameter zona hambat mengecil terlihat dari daerah zona
bening yang ada disekitar peper disk, sedangkan pada isolat bakteri MRSA sama
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sekali tidak menunjukkan adanya zona hambat. Hari ketiga dalam masa inkubasi 3
X 24 jam, pada isolat bakteri Staphlococcus aureus sudah tidak ada lagi zona
bening disekitar peper disk begitupun dengan isolat bakteri MRSA ini
menunjukkan bahwa senyawa anti bakteri yang dihasilkan oleh bakteri endofit
Caulerpa racemosa hanya bersifat bakteriostatis yang memiliki aktivitas
menghambat pertumbuhan bakteri (menghambat perbanyakan populasi bakteri),
namun tidak mematikan, mekanisme kerjanya yaitu dengan mengganggu sintesis
protein pada bakteri penyebab penyakit. Hal ini diperlihatkan pada media uji pada
hari pertama sampai ketiga semakin kecil indeks penghambatannya.
Bakteri endofit dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen karena
menghasilkan senyawa berupa senyawa metabolit sekunder yang merupakan
senyawa bioaktif dan dapat berfungsi untuk membunuh patogen. Mikroba endofit
mampu menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, terpen,
steroid, flavonoid, kuinon, fenoldan lain sebagainya. Senyawa-senyawa ini
sebagian besar mempunyai potensi yang besar sebagai senyawa bioaktif (Tan &
Zou, 2001).
Mekanisme penghambatan pertumbuhan bakteri oleh metabolit sekunder
dapat terjadi melalui penghambatan pembentukan senyawa penyusun dinding
bakteri, meningkatkan permeabilitas membran sel sehingga sel kehilangan
komponen penyusun sel dan menginaktivasi enzim (Reapina, 2007).
Hasil uji aktivitas antimikroba menunjukkan aktivitas yang berbeda dari
tiap mikroba uji. Hal ini ditunjukkan dengan diameter zona hambat yang
diberikan bervariasi. Perbandingan isolat bakteri uji yaitu Staphlococcus aureus
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dan MRSA,  dimana terdapat zona bening yang ditunjukkan pada bakteri
Staphlococcus aureus. Sedangkan MRSA tidak menunjukkan zona bening hal ini
dikarnakan bakteri MRSA merupakan bakteri Staphylococcus aureus yang
mengalami resisten dan dinding selnya mengalami kekebalan. Bakteri MRSA
merupakan golongan bakteri Gram positif yang resisten terhadap antibiotok
penisilin semisintesis. Mekanisme resisten antibiotik terjadi tiga tahap yaitu:
1. Kegagalan obat untuk mencapai target. Membran luar bakteri gram negative
adalah penghalang yang dapat menghalangi molekul polar besar untuk masuk ke
dalam sel bakteri. Molekul polar kecil, termasuk seperti kebanyakan antimikroba,
masuk ke dalam sel melalui saluran protein yang disebut porin. Ketiadaan, mutasi,
atau kehilangan Porin dapat memperlambat masuknya obat ke dalam sel atau
sama sekali mencegah obat untuk masuk ke dalam sel, yang secara efektif
mengurangi konsentrasi obat di situs aktif obat. Jika target kerja obat terletak di
intraseluler dan obat memerlukan transpor aktif untuk melintasi membran sel,
resistensi dapat terjadi dari mutasi yang menghambat mekanisme transportasi obat
tersebut. Sebagai contoh, gentamisin, yang target kerjanya ribosom, secara aktif
diangkut melintasi membran sel dengan menggunakan energi yang disediakan
oleh gradien elektrokimia membran sel bakteri. Gradien ini dihasilkan oleh
enzim–enzim pernapasan aerob bakteri. Sebuah mutasi dalam jalur ini atau
kondisi anaerob dapat memperlambat masuknya gentamisin ke dalam sel,
mengakibatkan resistensi.
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2. Inaktivasi obat. Resistensi bakteri terhadap aminoglikosida dan antibiotik
beta laktam biasanya hasil dari produksi enzim yang memodifikasi atau merusak
antibiotik. Variasi dari mekanisme ini adalah kegagalan bakteri untuk
mengaktifkan prodrug yang secara umum merupakan hal yang mendasari
resistensi M.tuberculosis terhadap isoniazid.
3. Perubahan target kerja antibiotik
Hal ini mencakup mutasi dari target alami (misalnya, resistensi
fluorokuinolon), modifikasi dari target kerja (misalnya, perlindungan ribosom dari
makrolida dan tetrasiklin), atau akuisisi bentuk resisten dari target yang rentan
(misalnya, resistensi stafilokokus terhadap metisilin yang disebabkan oleh
produksi varian Peniccilin Binding Protein yang berafinitas lemah).
4. Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Caulerpa racemosa
PCR atau polimerisasi berantai adalah teknik amplifikasi (perbanyakan)
DNA spesifik dengan melakukan proses pemanjangan nukleotida dari primer
yang merupakan pasangan komplementer dari utas DNA secara simultan. Proses
pemanjangan nukleotida dilakukan oleh DNA polimerase berdasarkan cetakan
DNA (Bardacki, 1994).
Komponen - komponen yang diperlukan pada proses PCR ada lima yaitu
Primer, Buffer PCR dan MgCl2, dNTP dan Taq DNA polimerase. Pertama primer
adalah rantai DNA pendek yang terdiri atas beberapa nukleotida. Primer yang
umum digunakan terdiri atas 10 atau lebih nukleotida (oligonukleotida). Primer
berfungsi sebagai pemula dalam proses sintesis DNA dengan PCR. Contoh primer
yang digunakan misalnya TGAGCGGACA. Konsentrasi primer PCR berkisar
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0,1-0,5µM. Konsentrasi primer yang tinggi (≥0,5µM) dapat meningkatkan
kesalahan penempelan primer pada DNA cetakan , sehingga menyebabkan
penumpukan primer yang tidak spesifik dan akan mengganggu analisis. Namun
penggunaan konsentrasi yang terlalu rendah akan memberikan hasil amplifikasi
yang tidak jelas. Primer yang biasa digunakan adalah primer yang spesifik dan
primer acak (tersusun atas nukleotida sembarang yang belum diketahui dengan
jelas susunan nukleotidanya). Keberhasilan suatu proses PCR sangat tergantung
dari primer yang digunakan. Di dalam proses PCR, primer berfungsi sebagai
pembatas fragmen DNA target yang akan diamplifikasi dan sekaligus
menyediakan gugus hidroksi (- OH) pada ujung 3’ yang diperlukan untuk proses
eksistensi DNA. Kedua buffer PCR. Fungsi buffer adalah untuk menjamin pH
medium. Selain buffer PCR diperlukan juga adanya ion Mg2+, ion tersebut
berasal dari MgCl2. MgCl 2 bertindak sebagai kofaktor yang berfungsi
menstimulasi aktivitas DNA polimerase. Dengan adanya MgCl2 ini akan
meningkatkan interaksi primer dengan template yang membentuk komplek larut
dengan dNTP (senyawa antara). Dalam proses PCR konsentrasi MgCl2
berpengaruh pada spesifisitas dan perolehan proses.Umumnya buffer PCR sudah
mengandung senyawa MgCl2 yang diperlukan.Tetapi disarankan sebaiknya antara
MgCl 2 dan buffer PCR dipisahkan supaya dapat dengan mudah dilakukan variasi
konsentrasi MgCl2 sesuai yang diperlukan. Ketiga Deoxyribonucleoside
triphosphates (dNTP), dNTP digunakan sebagai sumber nukleotida pada proses
PCR. dNTPs merupakan suatu campuran yang terdiri atas dATP (deoksiadenosin
trifosfat), dTTP (deoksitimidin trifosfat) , dCTP (deoksisitidin trifosfat) dan dGTP
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(deoksiguanosin trifosfat). Dalam proses PCR dNTPs bertindak sebagai building
block DNA yang diperlukan dalam proses ekstensi DNA. dNTP akan menempel
pada gugus –OH pada ujung 3’ dari primer membentuk untai baru yang
komplementer dengan untai DNA template. Konsentrasi optimal dNTPs untuk
proses PCR harus ditentukan. Keempat Taq DNA polimerase. Enzim polimerase
DNA berfungsi sebagai katalisis untuk reaksi polimerisasi DNA. Pada proses
PCR enzim ini diperlukan untuk tahap ekstensi DNA. Enzim polimerase DNA
yang digunakan untuk proses PCR diisolasi dari bakteri termofilik atau
hipertermofilik oleh karena itu enzim ini bersifat termostabil sampai temperatur
95 °C. Aktivitas polimerase DNA bergantung dari jenisnya dan dari mana bakteri
tersebut diisolasi.
PCR yang telah dilakukan, akan dilihat hasilnya pada elektroforesis. Dari
hasil elektroforesis ini maka akan diketahui maksimal atau tidak hasil
elektroforesis tersebut. Hasil elektroforesis tersebut terlihat pada gambar dibawah
ini:
Gambar 1.1 Hasil elektroforesis dari
1.500bp
1.000bp
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produk amplifikasi gen 16S-rRNA
Dilihat dari hasil elektroforesis tampak bahwa adanya perpindahan DNA
dari kutub negatif ke kutub positif. Dimana panjang basa yang dihasilkan adalah
pada ukuran 1.300bp.
Berdasarkan pita-pita DNA yang dihasilkan tersebut, dilihat pola-pola pita
DNA berdasarkan jumlah dan ukuran pita DNA-nya. Kalau jumlah dan ukuran
pita DNA-nya sama (monomorfik), maka secara genetik bakteri endofit yang
diidentifikasi sama, sebaliknya kalau jumlah dan ukuran pita DNA-nya berbeda
(polimorfik) maka secara genetik bakteri endofit yang diidentifikasi berbeda.
Berdasarkan pola pita DNA yang dihasilkan, ternyata dari primer pertama terlihat
bahwa tiap sampel memiliki panjang basa yang sama dengan marker sekitar
1.300bp, sehingga dapat disimpulkan bahwa proses amplifikasi ketiga isolate
bakteri endofit berhasil dilakukan. Selanjutnya hasil dikirim ke PT. Genetika
Science Indonesia yang kemudian akan dikirim ke 1st BASE sequencing INT di
Malaysia untuk pemetaan pasang basa. Hasil yang diperoleh dari Malaysia
selanjutnya dianalisis pada Gen Bank menggunakan BLAST.
Hasil analisis BLAST dari kedua isolat bakteri endofit menunjukkan
bahwa spesies isolate E.C1 adalah bakteri Bacillus kochi dengan nila maximum
scor 1947, total score 1947, query coverage 96% dan identities 95%. Sedangkn
spesies isolate E.C2 adalah bakteri Bacillus endophyticus strain NM3E6 dengan
nila maximum scor 2158, total score 2158, query coverage 93% dan identities
97%. Dan spesies isolate E.C3 adalah bakteri Staphlococcus saprophyticus strain
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FVR1 dengan nila maximum scor 822, total score 822, query coverage 89% dan
identities 81%.
a. Bacillus kochi
Klasifiksi dari bakteri Bacillus kochii sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Class : Bacilli
Order : Bacillales
Family : Bacillaceae
Genus : Bacillus
Spesies : Bacillus kochii (Reva, 2002).
Bacillus kochii menghasilkan metabolit sekunder yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri pathogen pada manusia dan memiliki
antimikroba yang sangat baik terhadap Ecercia coli, Klebsiella pneumonia dan
Staphylococcus aureus (Chellaram, 2015).
b. Bacillus Endophyticus
Klasifiksi dari bakteri Bacillus endophyticus sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Class : Bacilli
Order : Bacillales
Family : Bacillaceae
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Genus : Bacillus
Spesies : Bacillus endophyticus (Reva, 2002).
Bacillus endophyticus pertama kali diisolasi dari jaringan bagian dalam
tanaman kapas. Bacillus endophyticus adalah bakteri aerobik, Gram-positif,
nonmotile, berbentuk batang, endospora-bakteri pembentuk. Spesies Bacillus
beberapa telah diidentifikasi sebagai tanaman pertumbuhan mempromosikan
rhizobakteria (PGPR) yang mendorong pertumbuhan dengan memproduksi
antibiotik, menghambat tanaman sintesis etilen, dan menginduksi tanaman
ketahanan sistemik terhadap patogen. Bacillus endophyticus menghasilkan
kopolimer dari polihidroksibutirat yang mampu dekolorisasi limbah tekstil,
pengendalian pencemaran air. Bakteri Bacillus endophyticus tidak hanya sebagai
PGPR tetapi juga sebagai mikroorganisme industri potensial dan juga
menghasilkan metabolit sekunder yang dapat menghambt pertumbuhan bakteri
pathogen (Yong_jik lee, 2012).
c. Bacillus sp
Klasifiksi dari bakteri Bacillus sp sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Class : Bacilli
Order : Bacillales
Family : Bacillaceae
Genus : Bacillus
Spesies : Bacillus sp (Reva, 2002).
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Secara umum kelompok Bacillus sp merupakan bakteri berbentuk batang
(basil), dan tergolong dalam bakteri gram positif yang umumnya tumbuh pada
medium yang mengandung oksigen (bersifat aerobik) sehingga dikenal pula
dengan istilah aerobic sporeformers. Kebanyakan anggota genus Bacillus sp dapat
membentuk endospora yang dibentuk secara intraseluler sebagai respon terhadap
kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan, oleh karena itu anggota genus
Bacillus memiliki toleransi yang tinggi terhadap kondisi lingkungan yang
berubah-ubah. Senyawa antimikroba yang dihasilkan Bacillus sp. dapat
menghambat pertumbuhan biofilm bakteri patogen oportunistik yaitu Bakteri
Salmonella sp, Staphylococcus aureus, dan Escherechia coli (Yanti, 2014).
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BAB V
PENUTUP
A. Kesimpulan
Adapun kesimpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Terdapat 12 isolat bakteri endofit Caulerpa racemosa yang mampu
menghambat pertumbuhan Staphylococcus ureus yang masing-masing diberi kode
E.C1, E.C2, E.C3, E.C4, E.C5, E.C6, E.C7, E.C8, E.C9, E.C10, E.C11, dan
E.C12.
2. Dua belas Isolat bakteri endofit Caulerpa racemosa dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Staphlococcus aureus hal ini ditunjukkan adanya zona
bening disekitar peper disk dengan ukuran berbeda-beda, sedangkan pada bakteri
MRSA tidak menunjukkan adanya aktifitas penghambatan disekitar peper disk
karena bakteri MRSA mengalami resisten dan dinding selnya mengalami
kekebalan..
3. Tiga isolat bakteri endofit Caulerpa racemosa yang memiliki indeks
penghambatan tertinggi yaitu isolat E.C1, E.C2 dan E.C3. Setelah diidentifikasi
secara molekuler menunjukkan bahwa isola E.C1 memiliki kesamaan 95% dengan
Bacillus kochi, E.C2 memiliki kesamaan 97% dengan Bacillus endophyticus dan
E.C3 memiliki kesamaan 81% dengan Staphylococcus saprophyticus.
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B. Saran
Adapun saran yang ingin saya sampaikan adalah sebaiknya isolat bakteri
endofit Caulerpa racemosa yang telah diisolasi pada penelitian ini agar kiranya
dikoleksi guna digunakan untuk penelitian-penelitian yang relavan sedangkan
isolat yang memiliki aktivitas penghambatan tertinggi yaitu E.C1, E.C2, dan E.C3
yang terindentifikasi sebagai Bacillus kochi, Bacillus endophyticus dan
Staphylococcus saprophyticus bisa dilakukan penelitian selanjutnya untuk
perhatian lanjut di dunia kesehatan.
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Lampiran
Lampiran 1. Gambar hasil isolasi 12 koloni berbeda bakteri endofit Caulerpa racemosa
A B
C D
E
Keterangan:
A : Pengenceran A 10-1
B : Pengenceran A 10-4
C : Pengenceran A 10-5
D : Pengenceran B 10-2
E : Pengenceran B 10-4
Lampira 2. Gambar hasil isolait gores kuadran
E.C1 E.C2 E.C3
E.C4 E.C5 E.C6
E.C7 E.C8 E.C9
Lampiran 3. Gambar hasil pewarnaan Gram 12 isolat bakteri endofit berbeda
E.C10 E.C11 E.C12
E.C1 E.C3E.C2
E.C4 E.C5 E.C6
E.C7 E.C9E.C8
E.C10 E.C11 E.C12
Lampiran 4. Gambar hasil uji daya hambat bakteri endofit Caulerpa racemosa terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan MRSA pada hari I & II
a. Uji daya hambat pada isolat Staphylococcus aureus pada hari I
b.  Uji daya hambat pada isolat MRSA pada hari I
E.C 1.2.3.4 E.C 5.6.7.8 E.C 9.10.11.12
E.C 1.2.3.4 E.C 9.10.11.12E.C 5.6.7.8
c. Uji daya hambat pada isolat Staphylococcus aureus pada hari II
d. Uji daya hambat pada isolat MRSA pada hari II
E.C 1.2.3.4 E.C 5.6.7.8 E.C 9.10.11.12
E.C 1.2.3.4 E.C 5.6.7.8 E.C 9.10.11.12
Lampiran 5. Gambar perbandingan urutan nukleotida
a. Perbandingan urutan neuklotida isolat E.C1 (Query) dengan bakteri Bacillus kochi strain
MER_TA_46 (Sbjct)
b. Perbandingan urutan neukleotida isolate E.C2 (Query) dengan bakteri Bacillus
endophyticus strain NM3E6 (Sbjct)
c. Perbandingan urutan neukleotida isolate E.C3 (Query) dengan bakteri Staphylococcus
saprophyticus strain FVR1 (Sbjct)
d. Dokumentasi Penelitian

